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Trennverf ahren 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Losen von 
linkergekoppelten Substanzen von einer Polymeroberf lache, in 
dem die Bindung des Linkers zur Oberflache mittels eines oder 
mehrerer polarer organischer Losungsmittel getrennt wird, wo- 
bei die Linker geinafi der vorliegenden Erfindung mindestens ein 
zu einer Wasserstof fbriickenbindung fahiges Strukturelement 
aufweisen. Polymere, auf deren Oberflache die erf indungsgemaJi 
2U losende Bindung auftritt, umfassen, bevorzugt in Seitenket- 
ten des Polymergrundgeriists, Carbonylgruppen in Form von Keto- 
gruppen oder Carbonsaurederivaten. 



Das Prinzip der Interaktion bestiminter Linker mit solchen 
Polymeroberf lachen ist in WO 98/46648 beschrieben. Es kann 
beispielsweise dazu verwendet werden, durch Einsatz linker- 
modif izierter Oberflachen eine Entfernung von Wirksubstanzen 
aus Flussigkeiten zu erreichen, oder aber solche Substanzen in 
Flussigkeiten zu prasentieren . Die genannte Anmeldung offen- 
bart weiterhin die Anwendung dieses Interaktionsprinzips im 



Rahmen umf angreicher medizinischer Verfahren. So kbnnen mit- 
tels eines Adsorptionssystems bestehend aus einer Polymerober- 
flache und einem daiuit verbundenen Linker der spezifische 
funktionelle Gruppen aufweist, Wirkstoffe aus Korperf lussig- 
keiten entfernt werden, die mit dem im Linker vorhandenen 
funktionellen Gruppen Bindungen eingehen. Weiterhin erlaubt 
ein solches System das gezielte Einbringen von Wirksubstanzen 
in den Korper eines Patienten, ohne daB es zu einer weitraumi- 
gen Ausbreitung der Substanz im Korper kommt, die zu moglichen 
Komplikationen und Nebenwirkungen fiihren konnte. Auch erlaubt 
das in der Anmeldung beschriebene Kopplungsprinzip eine Modi- 
fikation von Oberflachen, die mit physiologischen Systemen in 
Beriihrung kommen, wie z.B. Prothesen, Filter ftir physio- 
logische Flussigkeiten oder Dialysegerate . Die Linker, die 
mindestens ein zur Wasserstof fbruckenbindung fahiges Struktur- 
element aufweisen, zeigen nach Aufbringen auf die genannten 
Oberflachen eine erstaunlich hohe Bindungsstarke, so dalJ sie 
weder durch Temperaturerhohung auf bis zu 70°C noch durch 
Spulen mit waBrigen Losungen wieder von diesen Oberflachen zu 
entfernen waren, selbst wenn die Losungen hohe lonenstarken 
besaBen, wie z.B. 2n Glycin oder 2n Harnstof f-L6sungen, oder 
pH-Werte zwischen 2 und 13 aufwiesen. 

Im Zusammenhang mit bestimmten Anwendungen ware jedoch die 
Moglichkeit einer schonenden Ablosung der linkergekoppelten 
Substanzen von der Oberf lachenmatrix wunschenswert . Dies gilt 
z.B. in solchen Fallen, wo eine Analyse der Substanzen nach 
ihrer Kopplung mit dem Linker und der Entfernung aus der ent- 
sprechenden Fltissigkeit fur diagnostische oder Forschungs- 
zwecke angestrebt wird. Weiter ware eine Trennung in solchen 
Fallen vonnoten, wo vor der erneuten Nutzung der Oberflache 
oder der linkergekoppelten Substanz eine oder beide 
Komponenten sterilisiert werden konnen, um anschlieliend 
einzeln oder gemeinsam wiederverwendet zu werden. 



Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, 
ein schonendes, zerstorungsf reies und dabei einfaches und 
kostengiinstiges Verfahren bereitzustellen, mit dem die Trennung 
eines Systems aus einer Oberflache und durch Linker daran ge- 
koppelten Substanzen bereitzustellen, urn so die Wieder- 
verwertbarkeit aller Komponenten zu sichern. Diese Aufgabe 
wird erf indungsgemaii gelost, indem das System einem polaren 
organischen Losungsmittel ausgesetzt wird. Uberraschenderweise 
wurde gefunden, daii solche Losungsmittel auch in Form waiiriger 
Losungen. .geringer Konzentration, fahig sind, die Bindung 
zwischen der linkergekoppelten Substanz und der Polymerober- 
flache vollstandig zu losen. Sowohl die Substanzen als auch 
die Oberfiachen behalten nach Losung der Bindung ihre 
Funktionsf ahigkeit . 

Polymere, von denen Linker und daran gekoppelte Substanzen in 
erf indungsgemafler Form gelost werden konnen, sind beispiels- 
weise in WO 98/46648 beschrieben. Zum Einsatz kommen Homo- 
oder Copolymere, zu deren Herstellung mindestens ein Monomer- 
typ eingesetzt wird, der neben einer polymerisierbaren Doppel- 
bindung oder einer polykondensierbaren funktionellen Gruppe 
eine weitere Carbonylgruppe in Form eines Ketons oder eines 
Carbonsaurederivats enthalt, die nicht an der Polymerisations- 
reaktion teilnimmt. Bevorzugt enthalt das Polymer ein 
Strukturelement der Formel (A) : 



R 
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C 

I 
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(A) 



wobei die Reste R gleich oder verschieden sein konnen und 
einen Alkyl oder Arylrest oder ein Wasserstof f atom darstellen. 
Der Alkylrest kann linear oder verzweigt sein und besteht 
bevorzugt aus 1 bis 20 Kohlenstof f atomen . Der Arylrest besteht 
bevorzugt aus 6 bis 18, besonders bevorzugt aus 6 bis 12 
Kohlenstof f atomen . Der Rest X ist fakultativ und bedeutet N 
Oder CH2. Fur den Fall X = N tragt N zusatzlich zu dem in 
Formel (A) vermerkten einen weiteren Rest R, der unabhangig 
von den anderen Resten R wie vorstehend definiert ist. 

Besonders bevorzugt als Alkylrest ist ein geradkettiger oder 
verzweigter, gegebenenf alls substituierter Ci-8-Alkylrest , bei- 
spielsweise ein Methyl-, Ethyl- oder Propylrest, Beispiele fiir 
gegebenenf alls vorhandene Substituenten umf assen ein oder 
mehrere Halogenatome, z.B. Fluor-, Chlor-, Brom- oder lodatome 
Oder Hydroxylgruppen, Ci-e-Alkylreste oder Ci-e-Alkoxyreste oder 
Ci-6-Alkylthiolreste . Der Arylrest ist besonders bevorzugt ein 
monocyclischer oder bicyclischer, gegebenenf alls substi- 
tuierter Arylrest, der gegebenenf alls ein oder mehrere Hetero- 
atome enthalten kann. Beispiele fiir solche Arylreste sind 
Phenyl, 1- oder 2-Naphthyl, Indenyl- oder Isoindenylreste . 
Beispiele fiir heteroatomhal tige Arylreste sind Cs-g-Heteroaryl- 
reste, die Heteroatome, ausgewahlt aus Sauerstof f-, Schwef el- 
oder Stickstoff atomen, enthalten. Monocyclische Heteroaryl- 
reste umfassen beispielsweise Pyrolyl-, Furyl-, Thienyl-, 
Imidazolyl- , N-Methylimidazolyl~, N-Ethylimidazolyl- , Benzo- 
thiazolyl-, China zolinyl-, Naphthylpyridinyl-, Chinolyinyl- , 
Isochinolinyl- und Tetrazolylreste . 

Ein bevorzugtes Polymer, das solche Gruppen enthalt, ist ein 
Polyalkylmethacrylat (PAMA) , wie z.B. Polymethylmethacrylat 
(PMMA) , Polyethylmethacrylat (PEMA) oder Polypropylmeth- 
acrylat. Besonders bevorzugt aus dieser Gruppe wird Poly- 
methylmethacrylat eingesetzt . Weiterhin konnen Polyvinyl- 
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ace tat, Polycyclohexylmethacrylate oder Polyphenylmethacrylat 
eingesetzt werden. Weiterhin konnen Copolymere aus beliebigen 
Anteilen der vorstehend genannten Polyitiere untereinander oder 
mit einer oder mehrerer weiterer Polymerkomponenten, bei- 
spielsweise Polystyrol, Polyacrylnitril oder Polyamiden 
eingesetzt werden. Bevorzugt betragt der Anteil des Polyalkyl- 
methacrylats an . solchen Mischpolymeren mindestens 20 %, 
besonders bevorzugt 40 % und ganz besonders bevorzugt 60 %. 

Die Form der eingesetzten Polymeroberf lachen ist durch das 
Prinzip der vorliegenden Erfindung nicht beschrankt. Es konnen 
Polymere in Form von Folien, Hohlkorpern wie z.B. Schlauche. 
Membranen oder Mikropartikeln eingesetzt werden. 

Substanzen, die vor der Trennung der entsprecheriden Bindung 
mittels eines Linkers mit der Polymeroberf lache gekoppelt wer- 
den, konnen je nach Anwendung des Systems ausgewahlt werden. 
Bevorzugt werden pharmakologisch oder physiologisch aktive 
Wirkstoffe eingesetzt, Beispiele hierfur sind Proteine, 
Nucleinsauren oder zellulare Signalstof f eV Besonders bevorzugt 
ist als Protein ein Enzym, ein Antigen, ein TVntikorper, ein 
Tumormarker, ein Ober f lachenantigen, ein Ligand, ein Rezeptor, 
ein oberf lachenaktives Zellfragment von Bakterien oder Viren 
Oder ein Immunbotenstof f . Die pharmakologisch wirksame 
Substanz ist beispielsweise ein Gerinnungshemmstof f , ein stoff- 
wechselaktives Enzym, oder ein synthetisches Ar zneimittel, wie 
beispielsweise ein Antibiotikum, ein Antitumormittel oder ein 
Enzyminhibitor . Substanzen, die fur das vorliegende System 
eingesetzt werden, sind ausfuhrlich in WO 98/46648 
beschrieben . 

Linker, deren Bindung mit einer spezifischen Polymeroberf lache 
mit dem offenbarten Verfahren gelost werden kahn, sind 
Molekule, die mindestens zwei funktionelle Gruppe LI und L2 



aufweisen. Eine dieser f unktionellen Gruppen (LI) muii zur 
Bildung von Wasserstof fbrlicken fahig sein und so die Bindung 
des Linkers an die Polymerober f lache ermoglichen. Die funk- 
tionelle Gruppe L2 wird so gewahlt, daii eine Bindung zwischen 
dem Linker und der zu koppelnden Substanz hergestellt warden 
kann. Um mehrere Substanzen gleichzeitig auf der Polymerober- 
flache aufbringen zu konnen, ist die gleichzeitige Verwendung 
mehrerer Linker mit unterschiedlichen Gruppen L2 moglich. 
Jedoch besteht auch die Moglichkeit, Linker eines Typs einzu- 
setzen, die mehrere Gruppen L2 besitzen, die gleich oder 
unterschiedlich sind. Gleichermalien konnen auch Linker einge- 
setzt warden, die mehrere gleiche oder unterschiedliche 
Gruppen LI aufweisen. Bevorzugt sind LI und L2 durch eine 
Alkylkette oder einen Polyether von 1 bis 20 Kohlenstof f atomen 
verbunden . 

Strukturelement LI ist bevorzugt ein polares Wasserstof f atom, 
wie es beispielsweise in OH-, SH-, NH- oder PH-Bindungen vor- 
liegt. Dieses Strukturelement befindet sich bevorzugt an einer 
ausreichend wasserloslichen Verbindung als Linker, der weiter 
das Strukturelement L2 tragt. Besonders bevorzugt ist LI 
endstandig am Linker angebracht - 

Die funktionelle Gruppe, mittels derer die Substanz an den 
Linker gebunden werden kann (L2) ist beispielsweise ein 
Succinimidylsuccinat , Succinimydylpropionat , Nitrophenylcarbo- 
nat, Trisylat , : Epoxid, Aldehyd, 'Isocyanat oder ein Maleinimid. 

Funktionelle Gruppen L2, mittels derer die bevorzugten Linker 
zur 7\nbindung einer Substanz modifiziert werden konnen, sind 
z.B. im Katalog der Firma Shearwater Polymers, Inc., 2307 
Spring Branch Rd,, Huntsville, AL 35801 (USA) beschrieben. 



Bevorzugt werden als Linker Polyalkylenglykole eingesetzt, be- 
sonders bevorzugt Polyethylenglykol . Weiter bevorzugt sind 
Polyalkylenimine, Polyalkylenamine oder Pol yalkylensul fide, 
sowie Polyoxaziline . Insbesondere bevorzugt werden Poly- 
ethylenglycole eingesetzt . Die genannten Verbindungen besitzen 
vorzugsweise ein Molekulargewicht von 5-50 kDa . 

Polare organische Losungsmittel in Sinne der vorliegenden Er- 
findung sind Losungsmittel, deren Molekule eine polare kova- 
lente Bindung aufweisen, die dem Molekul ein elektrisches Di- 
polmoment verleiht. Die Losungsmittelmolekule der im Rahmen 
der Erfindung einzuset zenden Losungsmittel besitzen bevorzugt 
ein elektrisches Dipolmoment in der Gasphase, das groJier ist 
als 1,0 D, besonders bevorzugt groiJer als 1,4 D und ganz be- 
sonders bevorzugt groiier als 1,6 D. 

Bevorzugt werden organische Verbindungen eingesetzt, die po- 
lare Sauerstof f gruppen enthalten, wie z.B. Alkanole und Ester. 
Bevorzugt werden Alkanole eingesetzt, die bis zu 3 Kohlen- 
stoffatome und bis zu 3 Hydroxylgruppen tragen. Besonders 
bevorzugt ist Methanol . 

Die organischen Losungsmittel werden bevorzugt in Form einer 
\ waBrigen Losung eingesetzt, deren Losungsmittelkonzentration 
bevorzugt kleiner als 70 Volumen-% ist und besonders bevorzugt 
zwischen 10 und 50 Vol.-% liegt. 

Gegebenenf alls ist das Losungsmittel in Abhangigkeit von der 
an den Linker gebundenen Substanz so auszuwahlen, dali keine 
irreversible Reaktion der Substanz mit dem Losungsmittel auf- 
treten kann. 

Die Trennung der linkergekoppelten Substanz von der Oberflache 
kann sowohl durch Inkubation der linkerbehaf teten Oberflache 
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im Losungsmittel, durch Spulung der Oberflache oder itiittels 
eines Durchstromungsverf ahrens er f olgen . 

Anhand des folgenden Beispiels soil die Erfindung illustriert 
werden : 

Bei spiel 

Losung der PEG-Hirudin-Bindung an PolYmethylmethacrylat 

(PMMA) -Partikel 

Porose PMMA-Partikel werden in zwei Ansatzen mit PEG-Hirudin 
beladen. Im Anschluii daran erfolgt ein lOminutiger Spuivorgang 
mit unterschiedlich konzentrierter Methanollosung bzw. in Ver- 
gleichsuntersuchungen mit. physiologischer Kochsalz losung 
(NaCl) . Die Spiillosungen werden auf abgelostes PEG-Hirudin 
mittels biologischem Funktionsnachweis untersucht und diese 
wiedergewonnen . 

Im AnschluB an die Spulvorgange der Partikel wird ihre Be- 
ladungskapazitat durch erneutes Beladen von PEG-Hirudin- 
Losungen gepriift. Das aus den Methanol-Sptillosungen ruckge- 
wonnene PEG-Hirudin wird ebenfalls auf eine erneute Bindungs- 
fahigkeit zu PMMA-Partikeln getestet. 

Mittels Verdunnungen bis zu einer Methanol-Konzentration von 
40 % konnten wahrend einer nur lOminutigen Spulung mehr als 
80 % des oberf lachengebundenen PEG-Hirudins abgelost und 
zuruckgewonnen werden (Tab* 1; Abb, 1), 

Die Wiederverwendbarkeit sowohl gereinigter Partikel als auch 
ruckgewonnenen PEG-Hirudins demonstriert Abbildung 2. Jewells 
50,5 Mio. unbenutzte bzw. gereinigte Partikel zeigten nahezu 
die gleiche Bindungskapazitat fur PEG-Hirudin. Ebenfalls dar- 



gestellt ist das gleiche Bindungsverhalten von unbenutztem and 
als Methanol-Spullosung riickgewonnenen PEG-Hirudins . 

In alien Versuchen war das oberf lachenf ixierte PEG-Hirudin 
funktionell aktiv, was durch ,die Prlifung der Thrombinhemmver- 
mogens belegt wurde. 



Tab. 1 



Methanol-Konzentration 


PEG-Hirudin-gebunden an 


PEG-Hirudin- 




PMMA-Partikel 


ruckgewonnen aus 


[%] 


[pg] 


Methanol-Spullosung 








99,9 


485,0 


436,2 


90 


464,5 


399.4 


80 


457,5 


438,0 


70 


491,4 


■ 468,3 


60 


530,2 


397,0 


50 


511,6 


371,3 


40 


527,0 


430,3 


30 


538,2 


261.0 


20 


509,8 


135,0 


0 


. 477,4 


in NaCI-Spullosung: 0,9 pg 
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Patentansprliche 

Verfahren zum Losen einer mit Hilfe eines Linkers an eine 
Polymeroberf lache gebundene Substanz von dieser Ober- 
flache, wobei die Polymeroberf lache Carbonylgruppen umfalit 
und der Linker mindestens eine zur Wasserstof fbrucken- 
bindung fahige funktionelle Gruppe aufweist, dadurch 
gekennzeichnet , dafl die Bindung des Linkers an der Ober- 
flache durch Zugabe eines polaren organischen Losungs- 
mittels getrennt wird. 

Verfahren gemaB Anspruch 1, wobei die Polymeroberf lache 
mindestens ein Strukturelement (A) umfaiit. 

Verfahren gemaii Anspruch 1 oder 2, wobei das Losungsmittel 
eine polare Kohlenstof f-Sauerstof f-Bindung umfaiit. 

Verfahren gemaii Anspruch 3, wobei das Losungsmittel aus- 
gewahlt ist aus Alkanolen und Estern. 

Verfahren nach Anspruch 4, wobei das Losungsmittel 
Methanol ist. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, wobei das 
Losungsmittel in Form einer wafirigen Losung mit einer Kon- 
zentration von maximal 60 Vol.-% eingesetzt wird. 



Zusammenfassung 



Tr ennver f ahren 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Losen von 
mittels eines Linkers an eine Polymerober f lache gekoppelten 
Substanzen durch Zugabe eines polaren organischen Ldsungsmit- 
tels. 

Abb. 1: PEG-HirudiivAblosung durch lOminutige Spuiung mit unterschiedlich konzentrierten 
Methanoliosungen -PEG-Hirudin-Wiederfindung in der Spullosung- 
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